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呼ばれていた (Sharon& Lis， 1990)0 BoydとRenkonenは、植物抽出液の血液型特
異的凝集活性を 1948年と 1949年に独立して報告した。 1953年、 MorganとWatkins
は、植物由来血液型特異的凝集素の凝集活性が特異的な糖で阻害されることからあ
























ラクトース特異的リシンファミリーの 4群に分類されている (Yamamoto，1994; 
Drickamer， 1995)。
マメ科種子レクチンは、コンカナバリンA(Con A; Concanavalin A)を代表に、













プチドモチーフをキチン結合ドメインと称した (Raikhel& Lee， 1993)。イネ科レク
チンで最もよく研究されているコムギ匪芽凝集素 (WGA;wheat genn agglutinin)は、
キチン結合ドメインの4回繰り返し構造からなるサブユットのホモ二量体で、シア
ル酸にも結合することが知られている(Nagata& Burger， 1974; Monsigny et al.， 










1 ~ECGRE且SGKVCPDD-LCCSVFGHCGVSVQHCGDG--CQSQ-CVT-N--- 43 
44 WRCGKDFDDRTCPKKLLCCSKDGWCGNTDAHCGEG--CQSQ-CEQYN--- 87 
88 WRCGVDFGNRTCPND-LCCSVGGWCGTTDDHCGEG--CQSQ-CEQYN--- 130 
131 宵HCGVDFGNRTCPND-LCCSEWGWCG1TEGYCGEG--CQSQ-CNH----- 171 
172 QRCGKDFAGRTCLND-LCCSEWGWCGSSEAHCGQG--CQSN-CN-Y一一 212
213 NRCGRNFGFRTCPNE-LCCSS'GGWCGSNDAHCGKG--CQSQ-CD-Yーーー ー 253 
254 喧RCGVDFSGRVCPQG-RCCS~WGWCGDTEEYCEEG--CQSQ-C紅，S 295 
1 10 20 30 40 
PL-C 1 1 ABvCGVRASGRVCPDG-YCCSQWGYCGTTEEYCGKG--CQSQ-CD-Y~ーー 42
11 43 NRCG阻 FGG阻 CHDE-LCCSQYGWCGNSDGHCGEG--CQSQ-CS-Y一一 83 
工工1 84 WRCGKDFGGRLCTED-MCCSQYGWCGLTDDHCEDG--CQSQ-CDLPT 126 
PL-D2 工
工工
1 ABECGERASG隠 CPNG-KCCSQWGYCGTTDNYCGQGー CQSQ-CD-Y一一 42 
43 曹RCGRDFGGRLCEED-MCCS茸YGWCGYSDDHCEDG--CQSQ-C~ 84 
Hevein 1 ~QCGRQAGGKLCPNN-LCCSQWGWCGSTDEYCSPDI剖CQSN-CKD 43 
UDA-V1 1 
工
1 QRCGSQGGGSTCPGL-RCCSIWGWCGDSEPYCGRT--CENK-CWSGERSD 46 
47 堕RCGAAVGNPPCGQD-RCCSVHGWCGGGNDYCSGGN-CQYR-CSSS 89 
WGA1 工 1 QRCGEQGSN阻 CPNN-LCCSQYGYCGMGGDYCGKGー CQNGACWTS---- 43 
11 44 KR.CGSQ且.GG且.TCTNN-QCCSQYGYCGFG且EYCGAG--CQGGPCR且D---- 86 
111 87 1KCGSQAGGKLCPNN-LCCSQWGFCGLGSEFCGGG--CQSGACSTD一一.129 




























凝集素 (CBH;castor be組 hemagglutinin)は、リシンと相同なヘテロ二量体が非共有


















機能をもっと考えられている (Sharon& Lis， 1990)。例えば、インフルエンザ、ウイ
ルスの赤血球凝集素と標的細胞表面上のシアル酸在含むレセプターとの結合を介し
てウイルスと細胞の相互作用が始まる (Sharon& Lisラ 1990)。細菌の細胞表面レク
チンやアメーバなど腸の寄生虫の細胞表面レクチンは、胃腸管や尿道中の上皮細胞










早くから、レクチンが、がん締胞特異的凝集活性 (Aubet al.， 1963)や細胞障害活
性(Ishiguroet al.， 1964)などを有することは知られていたが、最近では、溶血特
性 (Hatakeyamaet al.， 1994， 1995)、アポトーシス誘導 (Kimet al.， 1993)、免疫グロ






なる重要な現象である o 1960年代にアカインゲンマメ種子レクチン (PHA;
Phaseolus vulgaris agglutinin)やアメリカヤマゴボウレクチン (PL;Pokeweed lectin) 
のマイトジェン活性が発見されて以来、向じような活性をもっ他のレクチンが見つ




ンパ球に対して活性をもたない (DiSabato et al.， 1987)。例外として、 B締胞を活
性化するが T細胞を活性化しないウミザリガニ Homarus americanusや粘菌
Dic砂osteliumpurpureumのレクチン、 T細胞と B細胞の両方を活性化する PLが挙
げられるのiSabato et al.， 1987)。
マイトジェンレクチンの特性は、細胞の抗原特異性に関係なく活性化可能なリ
ンパ球のほとんど(ときには、 70---80%)を活性化できる点にある (Sharon& Lis， 
1990; Kilpatrick， 1999)。これに対して抗原は全リンパ球数の 0.1%かそれ以下のほん













植物レクチンである PLは、 T締胞だけでなく B締胞に対しでもマイトジェン
活性を示すことからリンパ球の免疫機能を把握するための検査薬として現在繁用さ
れている (Waxdal，1974; Waxdal & Basham， 1974; Yokoyama et al.， 1976;DiSabatoet 






を発見した (Fameet al.， 1964)。彼等は、アメリカヤマゴボウの果実、、種子、緑葉、
根茎いずれの器官の抽出液にもマイトジェン活性および赤血球凝集活性が存在し、
特に緑葉と根茎にその強い活性を見出した。これを機にアメリカヤマゴボウレクチ







れたo Pa-2， Pか3，Pa-4およびPa-5は、 31kDa，25ゆ a，21 kDaおよび 19kDaのモノ
マーであり、 Pa，圃2は強い凝集活性をもつが、 Pa-4は凝集活性をもたないマイトジ
ェンであることが示された。 Waxdalはまた、 Pa圃 lのみがマウス TおよびB細胞幼
若化活性を示し、他のイソレクチンはマウス T細胞のみを幼若化させること、そ







1996; Yamaguchi， 1995ヲ 1996，1997)。その結果、これら PL分子のアミノ酸配列は、
キチン結合ドメインの繰り返し配列から構成されていることが明らかにされた(表
1.1，図 1.2)0PL-Bは、 7つのキチン結合ドメインの繰り返し配列 (295アミノ酸残
基)からなる分子量 34，493の糖タンパク質である。 PL-Aについては、収量が少な
いためにその詳細な物理・化学的性質は明らかにされていないが、分子量はおよそ
19，000であり、また N末端 15残基のアミノ駿配列が PL-Bと全く同じであること
から、 PL品の N末端フラグメントであると考えられている。 PL-Cは、 3つのキチ
ン結合ドメイン (126アミノ酸残基)から構成される分子量13，747のタンパク質で、
溶液中では恐らく二量体として存在すると推定された。 PL-D1は 84アミノ酸残基





前述の WGAの他に、 2 ドメインのイラクサ由来レクチン (UDA;Urtica dioica 
agglutinin) (Beintema & Peumans， 1992)、lドメインのゴムノキ樹液由来抗菌タンパ
ク質のHevein(Broekaert et al.ラ1990)、アマランサス種子由来抗菌ペプチド AひAMPs
(Broekaert et al.， 1992)およびN掴末端にキチン結合ドメインをもっクラス Iキチナ
ーゼが知られている (Broglieet al.， 1986; Zhu & Lamb， 1991; Yamagami & Funatsu， 
1994)。この種のタンパク質において、 1ドメインの祖先が 2 ドメイン中間体を経
て4ドメインと 2回の遺伝子重複によって進化してきたという分子進化論が提唱さ




各PL分子で大きく異なることが示された(表 1.1)(Yamaguchi， 1997)0 PL-Bは、 PL
分子の中で、最も赤血球凝集活性およびマイトジェン活性が高く、 PL-Cは凝集活
性をもたないマイトジェンであることが示された。 PL-Dlおよび PL心2は共に弱
いながらも間程度の凝集活性を示すが、 C末端に 2残基伸張した PL.・Dlはマイト
ジェン活性を示さない。
表 1.1PLファミリーの性質
分子量 繰り返し 赤血球凝集 マイトジェン





















9，103 2 + + のを除き、両者の一次構
(82) 造は全く同じ
活性の相対的な強さを朴汁のJI演で表し、活性を示さない場合はーで表した。






採取場所にも依存するため、 Yamaguchiらによって単離された PL分子と Waxdal
が単離したPa分子がどのように対応するのかは残念ながら明らかとなっていなし、。
また、 Yamaguchiらがマイトジェン活性測定に用いたリンパ球はヒト末梢血リンパ















































































































本 PL-C 結晶は 2.8A分解能までの回折点を与え、プログラム




































hanging drop vapor diffusion 
9.64 mg/ml in Tris~ HCl huffer (pH7.5) 
30%(w/v) PEG4000 
0.2MMgC12 
















P41 or P43 




Solvent contents 18% 
1.1.3.回折強度測定
回折強度データの収集は前述の R圃AXISIIcシステムにより行い、データ処理は
プログラム DENZO/SCALEPACK(Otwinowski & Minor， 1997)を用いた。
結品から IPまでの距離を 95mm、一枚の IPに対する露光時間を 20分、 IP一枚
あたり中軸回りの結晶の回転角度を 20に設定して、 2.8A分解能までのデータの測定





ータの完全性は 90.6%、等価な反射の一致度 Rmergeは 5.4%で、あった。デー タ収集と
処理の統計値を表2.2に示す。
表2.2双品結晶のデータ収集と処理結果
Data set tetra20nal 
Data collection 
X国.raysource RU-300 
WaveIength (A) 1.542 
Max. resolution (A) 2.80 (2.90-2.80)a 




Completeness (%) 90.6 (69.3) 
Rme唱e
b(%) 5.4 (27.6) 
1(3 (1) 11.3 (1.7) 















った。 rhombohedral結品は、 2.0M硫酸アンモニウムを含む0.1M 酢酸ナトリウム緩






結晶はおよそ0.2x 0.4 x 1.0 mmの大きさ
まで成長した。
1.2.2.結晶学的パラメータの決定
rhombohedaral結晶の X線回折実験は、 tetragonal結晶と同様にして同じ X線発
生装置および検出器を用いて行った。
本結品は 2.0A 分解能までの回折点を与え、プログラム DENZO/SCALEPACK
(Otwinowski & Minor， 1997)を用いた auto-indexingの結果、三方品系に属し空間群は
お、格子定数はα=b=104.1A， c=69.7 A (hexagonal setting)と求められた。本結晶の非





(&=90.00， <t=圃64.07，x=180.000) の位置に観測された。よって、二量体で 1分子とした


















hanging drop vapor diffusion 
9.64 mg/mI PL-C in MTris-HCl buffer (pH 7.5) 
2.0M ammonium sulfate 










はプログラムDENZO/SCALEPACK(Otwinowski & Minof， 1997)を用いた。
結晶から IPまでの距離を 95mm、一枚の IPに対する露光時間を 15分、 IP一枚
あたり中軸回りの結晶の回転角度を1.50に設定して、 2.0A分解能までのデータの測定




































































ト)(Bri抗on，1972~ Fisher & Sweet， 1980) 
i) Wilsonの強度分布関数を利用し、累積関数の形状から評価する方法 (Wilson，
1949; Howells et al.， 1950) 
ii)分子モデルを利用して、凡を計算できる時に R値や相関係数を最小化するよう











































































? ?? ?，?• ，?• 
(b) 
2000 




0.2 0.4 0.6 0.8 1 
Z 













































































































? ? ? 。 ?
























化溶液中の CaCh濃度を 0.2M から 0.1M にし、さらに 0.1M CoChを加えることに























































位 0.4ゐ=0.3 / ノ メノ
/0:=0.2 /ノ











? ? ? 。 ? ? ? ? ? ? ?
? ?
? ? ? ?
?
? 、 ???? ? ??


















Computatio削除句ect，Number 4， 1994)のDPSIMOSFLM(Leslie， 1992; Evans芦1993)を
用いた auto輔indexingの結果、三方晶系に属し、空間群はお、格子定数はa=b=104.1A、
c=69.7 Aであり rhombohedral双晶と同型で、あった。本結晶の非対称単位に PL-Cサ
ブユニットが 2つ存在していると仮定すると、 VM値は2.64A3Da-1、溶媒含量は 53%
となりタンパク質結晶として妥当な値を与える。よって、二量体で 1分子とした時






hanging drop vapor diffusion 
9.64 mg/ml in Tris脚HCIbuffer (pH7.5) 
Precipitant 1.5 M ammonium sulfate 
0.5% dioxane 
Temperature 




α= b = 104.1A，c=69.70λ 
















結晶から CCDまでの距離を 150mm、1フレームあたりの露光時間を 30秒、振
動角 10 に設定して、 1.8A分解能までのデータ測定を行った。計 120フレーム処理
した結果、全体で 134，896反射を観測することができた。個々のフレームにおけるス
ケーノレ因子を計算し等価な反射をマージした結果、 26，091個の独立反射を得ること
ができた。データの完全性は 99.9%、 Rmergeは 6.70%で、あった。データ収集と処理
の統計値を表2.5に示す。
表2.5重原子誘導体の調整条件およびデータ収集と処理結果
Data set Native Hg U 
Soaking conditions 
Reagent HgCl2 UOlCH3COO)2 
Concentration lmM 10mM 
Period 5 hrs 1 week 
Data collection 
X四raysource PF (BL18B) PF (BLI8B) RU-300 
Wavelength (A) 1.000 1.000 1.5418 
Max. resolution (A) 1.80 (1.89-1.80)a 3.00 (3.1ι3.00) 2.80 (2.90-2.80) 
Number of reflections 
Observation 134，896 26，694 31，031 
Unique 26，091 5，680 6，438 
Redundancy 5.2 4.7 4.8 
Completeness (%) 99.9 (99.9) 99.7 (97.9) 92.4 (83.9) 
Rmergeb(%) 6.70 (27.9) 6.50 (11.8) 9.90 (19.8) 
Riso
C(%) 14.0 19.0 
aValues in parentheses refer tothe highest resolution sheIl. 
bRR国服申=出lEFK凶li-<Ii>向Jt，whereq〉istheaveraEetohfe Ldwerievradtive syamndmm甜Hyveqsumwzaclt阻ureむ弘factor 










































用い、 2x2アレイ型 CCD(ADSC社製 Quantum-4)で回折強度を測定した。データ処
理のためのプログラムとして CCP4プログラムスーツ (CollaborativeComputational 
Project， Number 4， 1994)のDPS/MOSFLM(Leslie， 1992; Evans， 1993)を用いた。 u誘
導体結晶の X線回折実験は、京都大学化学研究所にて、双晶の場合と同じ X線発生


















































ATOM x y Z Occupancy B 
Hgl 0.064 0.184 0.000 0.43 17.8 
Ul 0.204 0.007 0.283 0.30 34.4 
U2 0.879 0.085 0.123 0.21 38.1 
U3 0.432 0.032 0.064 0.2Q 40.3 
U4 0.645 0.596 帽0.009 0.19 41.2 
U5 0.616 0.139 0.249 0.12 48.3 
表2.7多重向型置換法による位相計算の統計値
Data set Hg U 
isomorphous anomalous isomorphous 
Used reflections 5，614 5，274 5，298 
Rc凶lisa(acentricret1ections) 0.54 0.72 
Rano b (acentric reflections) 0.80 
Phasing powerc 2.48 1.52 
Overall figure ofmerit(MIR+AS)d 0.66 
aRc凶isis くlackofclosure>1くisomor予housdifference>.Isomorphous difference is IFpfrFpl， 
Lack of c10sure is lIFJ問 1-IFp十FH!Iwhere IFp+FHI is a vector sum ofthe calculatedFH， 
phase <TH and F p wi出theprotein phase. For the unweighted averages or rms entries the 
protein phase is that ob旬inedby the program MLPHARE. 
bR問。isくlackof closure>/ <anomalous di賢治rence>.Anomalousdi自己renceis IFpH(+)-FpH(う1.
Lack of c10sure is I Anomalous difference四 CalculatedAnomalous differencel. Ca1culated anomalous 
difference is 2F Hsin(偽)，where中Ipis the proteinphase. 
CPhasing power is defined asくIFHI>/<E>，where <IFHr> is the root-m侃 n-square-calculated
heavy“atoms加 C加re白ctorampli旬deandくE>is theroot-m.ean叫 uarelack-of-closure e町or.
dThe figure of merit is a measure ofthe reliabilityof the phasedetermination and is defined 







ニットの C末端 3残基を除く全ての残基を含み、 20-3.0A分解能の反射に対する R
値は 36.3%となった。








果、最終的に 20-1.8A分解能の全ての反射に対する R値は 17.6%、テストセットに
対する R値 (R卸)は20.3%となった。精密化の統計値を表2.8に示す。得られたPL-




Resolution range (A) 21.5-J.80 
Number ()f reflections 26，091 
R仰 stb(%) 17.6 (22.4t 
Rfrec (%) 20.3(26.1) 







R.m.s.d. from ideal geometry 
Bonds (A) 0.006 
Angles C) 1.3 
Residues也Ramachandranplotd 
Most favored (%) 85.5 
Additionally al10wed (%) 14.0 
Generously al10wed (%) 0.5 
aValues in parentheses are for the highest resolution shel1 of 1.91-1.80 A. 
bR叩 t= 1:1 Fol-IFc 1/ 1:IFol， where IFol and }Fcl arethe observed and calculated structure 
factor amplitudes， respectively. 
cR会'eis calculated against a 10% random sampling of reflections that were removed before 
the structure refinement. 
















ると見積もられた (Luzzati，1952)。このモデルにおける値と、 Engh& Fuberによって





密化されていることがわかる o また、 Ramachandranプロット (Ramachandran& 
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のアミノ酸残基からなる各々のキチン結合ドメインは、 WGA(Wright， 1987， 1989)、








定化されている 310圃helix構造が Va16-Ala8 と Prol4-Glyl6に、 α刷・helix構造は
Glu29 _ Cys32に存在している。 Cys18-Cys 19とCys25-Gly26はβstrandの特徴をもち、
両者は互いに逆並行p圃sheet構造を形成している。これらの二次構造要素は他のドメ
インでも同様に観察されたが、 Domain圃Iで31O-helix構造を形成している Pro14-Gly 16 
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PL-C二量体分子中の 2つのサブユニットの重ね合わせ図を図 2.15に示す。 2つ
のサブユニットの Cα原子位置の r.m.s.d値は1.25Aで、あった。一方、サブユニット
聞の対応するドメイン聞の Cα原子位置の r.m.s.d値は Domain-IA/Domain-IB、






















(図 2.16)。しかし、 WGAは PL心と異なり、これまでに報告されたこの種のタンパ
ク質では例外的に二最体構造を形成することにより機能を発現することが知られて






















らかにされている (VanParijs et al.， 1991)。現在、このファミリーにおいて、 WGA
の結晶構造で観察された二量体構造は、糖鎖の結合に必須で、はないと結論付けられ
ている (Raikhel& Lee， 1993; Wright， 1992)。
WGAは pHに依存して単量体あるいは二量体で存在することが報告されている
(Nagata & Burger， 1974)。また、他の多くのレクチンにおいても、濃度やpH等により
弱く会合したオリゴマーを形成することが報告されている (Kalb& Lusting， 1968; 
Fish et al.， 1978; Decastel et al.，1985)。多くのレクチンの立体構造が決定されてい
る現在、四次構造の多様性が細胞の架橋やそれに続いて引き起こされる生体反応の
制御因子としての役割を果たしているかもしれないということが指摘されている
にhandraet al.， 1999; Hamelryck et al.ヲ 2000;Buts et al.， 2001)0 PL-Cが赤血球凝集
能を示さないのは、糠鎖結合部イ立を介した自己会合により糖鎖結合能を失った結果
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レクチンには、赤血球凝集活性の他にがん細胞特異的凝集活性 (Aubet al.， 1963) 
や細胞障害活性(Ishiguroet al.ラ1964)など様々な生理活性が見出されている。また近







のレクチンである。 PL醐D2がPL-D1のC末端2残基 (Leu83_ Thr84)を欠如している
ことを除き、両者の一次構造は同一で、ある。 pレD1と PL心2は共に間程度の赤血球
凝集能を示すにも関わらず 二残基短い PL心2のみがマイトジェン活性を示す














































溶液 (20%(w/ν)PEG400， 27%(w/ν) PEG8000， 0.18 M NaAcetate， 0.09 M リン酸ナトリ
ウムバッファ一、 2.7%xylitoI)に数十秒漬けた結晶をナイロンループ(太さ 20μm、




本結晶は1.6A分解能まで回折点を与え、プログラム DPSIMOSFLM(Leslie， 1992; 
Evans， 1993)を用いた auto圃indexingの結果、斜方品系に属し、空間群は P21212、格
子定数はa=48.7 A， b=49.0 A， c=29.9 Aと求められた。本結晶の非対称単位中にPレDl
が一分子含まれていると仮定すると、 VMは 1.92A3Da-1、溶媒含量は 36%となり、タ















hanging drop vapor diffusion 
5 mg!ml PL-D2 in Tris-HCl (pH 7.5) 
30%(w/v) PEG8000 
0.2 M Na-acetate 
0.1 M Na-phosphate (pH 6.5) 
2S0C 
P21212 










ができた。データの完全性は 99.8%、Rme伊は 4.9%であった。 PL-D1のデータ収集と
処理の統計値を表3.2に示す。
表3.2PL-Ds結晶の回折強度データ収集と処理結果
Data set PL-D1 PL.:D2 Complexed PL-D2 
Dat，αcollection 
X-raysource PF但し6A) PF (BL-6A) PF (BL18B) 
Wavelength (A) 1.000 1.000 1.000 
Max. resolution (A) 1.65 (1.75~1.65)a 1.50 (1.55-1.50) 1.80 (1.91-1.80) 
Number of reflections 
Observation 61，545 57，637 54，643 
Unique 9，068 1，513 14，699 
Redundancy 6.8 5.0 3.7 
Completeness (%) 99.8 (99.8) 98.5 (95.4) 98.4 (97.4) 
Rmergeb(%) 4.9 (8.0) 3.1 (12.7) 6.3 (34.2) 
a Values in parentheses refer to the highest resolution shel1. 
b Rmerge = l:Mi -くfi〉|/Zii，where<令isthe average ofli over al symmetry equivalents. 
1.4.構造解析および精密化
CCP4プログラムスーツ (CollaborativeComputational ProjectラNumber4， 1994)の








での位置を決定するため並進関数を計算した。 (x= 0.667， Y = 0.017ラz= 0.344)の位置
にモデノレを動かした時 13.3σ の有意なピークが観測されたため、この解を正しい解
とし以下の精密化を行った。

















PL圃Dl PL帽D2 Complexed PL-D2 
Resolution range (A) 40ー1.65(1.75-1.65)a 40-1.5(1.55-'-1.50) 24.2-1.80(1.91-1.80) 
Number of reflections 90，68 11，513 14，699 
RCrystb(%) 17.2(17.6) 17.6(22.1) 19.5(24.8) 
R仕出.C(%) 20.5(24.7) 20.7(25.7) 23.4(29.9) 
Number of atoms 
Protein 622 623 1，246 
住i剛・N・，acetylchito凶ose 86 
ca2+ 
Water 129 81 122 
Mean B-factors (A2) 
Main-chain 10.3 15.0 24.1 
Side綱chain 13.8 19.1 31.9 
tri欄N-acetylchitotriose 31.9 
Ca2+ 12.4 
Water 24.7 29.1 37.1 
R.m.s.d. from ideal geomet玄y
Bonds (A) 0.004 0.004 0.006 
Angles C) 1.3 1.2 1.2 
Residues in Ramachandran plotd 
Most favored (%) 78.5 86.2 85.4 
Additional1y allowed (%) 21.5 13.8 13.1 
Generously allowed (%) 0.0 0.0 1.5 
aValues in parentheses are for the highest resolution shell. 
bR町st=l:IFoトi凡1/ LIFol， where IFol and IFcl are the observed and calculated s釘ucture.factor 
amplitudes， respectively. 
CRfreeis calculated against a 10% random sampling ofreflections that were removed before the structure 
refinement. 































本結晶は1.5A分解能まで回折点を与え、プログラム DPSIMOSFLM(Leslie， 1992; 
Evans， 1993)を用いた auto-indexingの結果、単斜晶系に属し、空間群はP21、格子定




















O.1M Na-acetate (pH 4.6) 
2S0C 
P21 





PL心2のデータ収集を 1つの結晶を用いて 2軸方向に対して行い、得られた 2
つのデータセットをマージしたものを以後の解析に用いた。結晶から IPまでの距離


































































Evans， 1993)を用いた auto-ndexingの結果、単斜晶系に属し、空間群は C2、格子定
数はα=98.6A、b=26.3A、c=65.2A、s=109.90と決定した。本結晶の非対称単位にPL-D2
が2分子存在していると仮定すると、 VM値は 2.17A3Da-1、溶媒含量は43%となりタ















































結晶から CCDまでの距離を 150mm、1フレームあたりの露光時間を 60秒、振




































クの 74%の高さを有するピークを確認でき、本結晶において、 C 軸に平行な非結晶
学的並進対称が存在することが明らかとなった(図 3.4)。よって、これらの解が正し
い解であると判断した。


















acetylchitotrioseの結晶構造 (Headleyet al.， 1998)を参照してそれらを作成した。モ




















が、残念ながら C末端 2残基 (Leu，Thr)に対する電子密度を見出すことはできなっ











































最終的に得られたモデルは、 PL心 1に関しては C末端2残基を除く 82アミノ酸
残基と 132個の水分子を含んでいる。 PレD1のC末端 2残基 (Leu83-Thr84)に対す
る電子密度は得られず、最終的なモデルには含めていない。 PL-D2の分子モデ、ノレは、












Domain圃I でも同様に観察されるが、 Domain帽Iで 310醐helix構造を形成している
Pro14-Gly16に相当する位置に Domain引では 310帽helix構造が観察されない。これは
第一章の PL-Cのドメイン構造でも述べたように、 Domain-Iの 31O-helix構造を形成











































つの triールace句rlchitotriose分子および 122個の水分子が含まれている。 PL-D2糖鎖複
合体の全体構造を図 3.6cに示す。ネイティブバターソン図から予測されたように(実
験の部参照)、 2つの PL-D2糖鎖複合体は結晶学的 C軸に沿った非結品学的並進対称






記述を簡便にするため非対称単位に存在する 2つの PL-D2分子を分子 A、分子
Bとする。 図3.8が示すように、 1つの tri圃N-acetylchitotriose分子は分子AのC末端





分子 B'の Domain-Iの糖鎖結合部位により挟まれている。また同じように、分子 B
とB'間で形成されている tri-N二acetylchitotrioseとの相互作用に分子 Aの Ser9Aが参
加している(後述)。従って、 PレD2一分子あたり一つの tri-N-acety lchitotriose分子が
結合し、非対称単位内でPレD2: tri-N-acetylchitotriose = 2 : 2複合体を形成している。
上述の tri圃ルacetylchitotrioseを介した分子関棺互作用に加えて 2つの水素結合












































定義 (Lieneret al.， 1986)に従えば、 Heveinはレクチンには属さない。しかし、通常
条件下では、 Heveinは laticifer(ラテックスを含む植物細胞)を凝集することはでき
ないが、酸性条件およびCa2+存在下でlaticiferを凝集する (Gridolet al.， 1994)0 EDT A 
等のキレート剤の添加により、 Heveinによる laticiferの凝集が阻害されることから、
細胞凝集における Ca2+の重要性が指摘されている(Gridolet al.， 1994)。しかし、lH圃N恥依
を用いた溶液実験から、 Ca2+非存在下で、も Heveinは糖鎖に結合することが示され、













条件および Ca2+~ま糖鎖との結合に必要なのではなく、 Hevein を多量体化させるのに




















































































度は、UDAのそれに対して 6倍もの濃度が必要とされる (Gal1eli& Truffa.圃Bachi，1993; 
94 
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Peumans et al.， 1994; Yamaguchi， 1997)0 2つの分子間で糖鎖結合に関与する芳香族環
の種類は異なるが、上述したように、個々のドメインにおける糖鎖結合部位のジオ
メトリーはほとんど同じであり、また後で述べるが、それらの糖鎖結合様式も殆ど



































は観察されなかった。 PレDlとPL-D2の本質的な違いは、 PL圃DlがC末端に 2残基
(Leu83 _ Thr84)伸張していることだけである。今回得られた PL♂1結晶構造におい






前述したように、 PL-D2糖鎖複合体結晶の非対称単位中には、 2つの PレD2分
子と 2つの糖鎖が含まれている。一つの糖鎖は分子 Aの Domain引の糖鎖結合部位
と分子Aヲの Domain-Iの糖鎖結合部位の間で共有されている。問じように、非対称単
位中のもう一方の糖鎖は分子BのDomain圃I糖鎖結合部位と分子Bラの Domain圃Iの糖
鎖結合部位の間で共有されている。分子 A と分子 Bの各々の糖鎖結合様式はほとん





























族残基との聞に形成される CH一昨日互作用が認識されている (Weiset al.， 1988; 





































報告されている (Shibuyaet al.， 1986; Hom et al.， 1995; Lee et al.， 1998)0 Harataらは、
その結合親和力による違いは 糖鎖結合部位を構成するアミノ酸残基の違いによる
ものではないかと推察している (Harataet al.， 2000， 2001)。一方、 Saulらは、その結
合親和力における違いは、糖鎖結合部位の糖鎖に対する立体的に制限された特異性
の違いによるものではないかと推察している (Saulet al.， 2000)0 UDA糖鎖複合体の
結晶構造は PL-D2糖鎖複合体のそれと非常によく似ている (Harata& Muraki， 2000; 
Saul et al.， 2000)。隣接分子聞による糖鎖の共有も UDA糖鎖複合体の結品構造で観察
されている。しかしながら、 UDAのDomain-IとDomain-IIの糖鎖結合様式は PL-D2
のそれらと反対の関係にある。つまり、 3つの糖残基と相互作用を形成している糖鎖
結合部位は、 PL-D2では Domain-IIであるが、 UDAでは Domina-Iである。一方、非
還元側の 2つの糖残基とのみ相互作用を形成しているのは、 PL-D2では Domain-Iで
あるが、 UDAでは Domina-IIである。 UDAに関して、 Domain-IおよびDomain-IIの
間で、糖鎖の結合に関与するアミノ酸残基の違いは、唯一、 His67による T中21の置換
にある。 PL-D2に関して、糖鎖結合残基は、 Domain-Iでは Ser20、 Trp22、 Tyr24 
1∞ 
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いを生じさせている。 Domain-Iの Tyr24のブエノール環は T中のインドール環ほど
かさ高くはないので¥ひとつの糖残基としか相互作用を形成することができない。
一方、 Domain圃IのTyr63は、 Domain帽Iではよりかさ高い側鎖をもっ Trp22に置換さ
れているが、糖鎖結合部{立を取り囲む残基によりコンブオメーションが制限されて











































る芳香族環は、 PL心2糖鎖複合体の糖残基と重なる。 PL-Cの T中22Aのインドール
環は tri幽，N-acety1chitotri oseの還元末端側 NAG圃IIのピラノース環と完全に重なる。同
様に、PL幽CのGlu30Aの側鎖はNAG剛Iのピラノース環と重なる。また、PレD2のHis72
は NAG-IIの C'3位ヒドロキシノレ基と水素結合を形成しているが、 PL-Cにおいて
NAG-IIに相当する位置に Glu30Aが位置し、そのカルボニノレ酸素は相手サブユニッ
トの Hisl13Bと水素結合を形成している。また、全てのドメインに保存されている












ている O 糖鎖結合部位同士による接触面積は Domain圃IAlDomain-IIIB， Domain剛






















それぞれ Domain-IA と Domain-IIIB. Domain-IIA と Domain-IIBおよび
Domain-IIIAとDomain-IBの接触面における相互作用を示している
105 
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(α) 





































































なってきた (Chandraet al.， 1999; Hamelryck et al.ラ2000;Buts et al.， 2001)。例えば、マ
メ科植物 Dolichosb iflorus由来レクチンである DB58と同じ植物の種子由来レクチン













Emmons， 1998; Qiu et al.ヲ 1999)。糖鎖をミミックしたペプチドはレクチンの生物活性
を拾抗的に阻害することが生化学的に示され (Oldenburget al.， 1992; Sco投etal.， 1992; 
Kaur et al.， 1997)、さらにペプチドーレクチン複合体の X線結晶構造解析も行われ、
実際にペプチドがレクチンの糖鎖結合部位に糖鎖と同じような様式で結合すること




(Stefulj et al.， 2001)0 5HTは、構造上N-ace句rlglucosamineに似ていることから、 PL圃D2
糖鎖複合体で観察されたのと同じような様式で、 5HTのキチン結合ドメインへの結
合が可能で、あることがグラブイツクワークステーション上で示された。それ故、 5HT
による PLの阻害は、 PL分子が結合する細胞表面上のターゲット分子に 5HTが競争
的に結合する結果 PLの機能を限害するのでなく、 PLの糖鎖結合部位に 5HTが結合
することによって起こるのかもしれない。
一般的に、レクチンは糖鎖に対する結合部位の多価性がその生理活性の高さを
決定付けていると考えられている。 7つのキチン結合ドメインからなる PL圃Bや 4つ
のキチン結合ドメインからなるサブユニット同士の会合により二量体構造を形成し





















でも報告されている (Wrightet al.， 1992; Boume et al.， 1994; Olsen et al.， 1997; Harata & 
Muraki， 2000; Saul et al.， 2000)。更に、異なるレクチン帽オリゴ糖に対してそれぞれ特
徴的な格子パターンが形成されることが電子顕微鏡で観察されている (Gupta& 













が、 「糖鎖結合=マイトジェン活性j とは限らないのではないだろうか。 実際、同
じキチン結合ドメインからなる WGAは、マイトジェンに対するアンタゴニストと
して振る舞うことが報告されているほilpartrick& McCurrach， 1987)0 PレD1とPL-D2
に関しでも、たった C末端 2残基の違いだけで、 PL心2がマイトジェン活性を示す
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